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(54) Title: VESSEL FOR BLOOD SAMPLING 

(54) Bezeichnung: GEFASS ZUR ENTNAHME VON BLUT 



(57) Abstract 



The present invention relates to a vessel for blood sampling that contains a solution comprising a guanidium salt, a buffer substance, 
a reduction agent and/or a detergent. This vessel can especially be used in blood sampling for detecting nucleic acids. 

(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein GefaB zur Blutentnahme, das eine LOsung enthalt, die als Bestandteile ein Guanidiniumsalz, 
eine Puffersubstanz, ein Reduktionsmittel und/oder ein Detergenz umfaBt. Das GefaB ist besonders geeignet zur Entnahme von Blut, das 
auf Nukleinsauren hin untersucht werden soil. 
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Gefali zur Entnahme von Blut 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein GefaB zur Entnahme von Blut, wobei das 
entnommene Blut insbesondere zur Nukleinsaurestabilisierung und -analytik eingesetzt 
werden soil. 

Wahrend der Abnahme wird Blut herkommiicherweise in GefaGen aufgefangen, die 
bereits Antikoagulantien wie z.B. Heparin, Citrat Oder EDTA enthalten. So wird 
verhindert, daR das Blut gerinnt. So gewonnene Blutproben lassen sich langere Zeit bei 
geeigneten Temperaturen lagern. Diese Art der Blutgewinnung hat jedoch erhebliche 
Nachteile, wenn Nukleinsauren, wie z.B. (m)RNA oder DNA analysiert werden sollen. 
Fur solche Zwecke sollten die Nukleinsauren, die in der Probe enthalten sind, am besten 
bereits im Moment der Abnahme stabilisiert werden, d.h. es sollte der Abbau der 
vorhandenen Nukleinsauren, aber auch die Neusynthese von mRNA verhindert werden. 

Dieses Ziel der stabilen Lagerung der im Probenmaterial enthaltenen Nukleinsauren 
vom Moment der Abnahme an ist bei der Lagerung von Blut aus folgenden Grunden bis 
jetzt praktisch nicht zu bewerkstelligen: 

Zellen enthalten Nukleasen, Enzyme, die Nukleinsauren zerstoren, sobald sie mit ihren 
Substraten (RNA, DNA) in Kontakt kommen. Die Wirkung zellularer und extrazellularer 
Nukleasen ist normalerweise unter physiologischer Kontrolle, solange die Zellen in ihrer 
normalen Umgebung sind. Die Entnahme von Blutfuhrt zu mehr Oder weniger starken 
Veranderungen der in den Zellen enthaltenen Nukleinsauren. Nukleasen werden dann 
innerhalb der Zellen und/oder durch die Lyse von Zellen nach auften freigesetzt. 
AufJerdem werden Nukleinsauren mehr oder weniger stark synthetisiert. Gerade die 
Langzeitlagerung von Blut fuhrt zur Alterung und Zerstorung der Zellen. 

Ein weiteres Problem bei der Langzeitlagerung von Blutproben, die nach 
herkommlichen Abnahmeverfahren gewonnen wurden, ist die starke Veranderung des 
Probenmaterials. Solche Veranderungen wie z.B. starke Lyse von Zellen, konnen dazu 
fuhren, daG die Standardverfahren der Nukleinsaureisolierung nicht mehr mit 
befriedigender Effizienz funktionieren. 
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Abgesehen von den Problemen einer stabilen Lagerung von Nukleinsauren, die im 
Probenmaterial enthalten sind, ergeben sich beim herkommiichen Verfahren der 
Blutentnahme weitere Schwierigkeiten. Die herkommiichen Antikoagulantien werden oft 
bei der Nukleinsaureisolierung nicht mit genugender Effizienz abgetrennt und storen bei 
der nachfolgenden Nukleinsaureanalytik, wie z.B. bei der Amplifikation mittels PCR 
(Polymerase Chain Reaction). Heparin ist z.B. ein allgemein bekannter Inhibitor der 
PCR. 

SchlielSlich ergibt sich bei der quantitativen Nukleinsaureanalytik die Frage, wie das 
gesamte Verfahren von der Probennahme bis hin zur Nukleinsauremessung unter 
standardisierten Bedingungen kontrolliert werden kann. Idealerweise sollte dem 
Probenmaterial bereits bei der Entnahme eine bezuglich Menge und Qualitat definierte 
Standardnukleinsaure zugesetzt werden, die dem gesamten ProzefS der Probennahme 
und Bestimmung unterzogen wird. Auch dies ist mit den herkommiichen 
Abnahmesystemen nicht zu bewerkstelligen. 

Ein weiterer Nachteil der konventionellen Blutentnahme ist die Gefahr der Ubertragung 
von infektiosem Material, da bisherfurdie Nukleinsaureisolierung manuelle 
Verfahrensschritte notwendig sind. Ein Kontakt mit potentiell infektiosen Erregem kann 
nicht ausgeschlossen werden. 

In der Literatur ist ein Verfahren beschrieben, bei dem die Blutprobe unmittelbar nach 
der Abnahme vom Patienten mit Guanidiniumsalz vermischt wird (EP 0 818 542 A1 ). Bei 
diesem Verfahren iiegt das Guanidiniumsalz in Pulverform vor, urn somit die hGhere 
Stabilitat des Guanidiniumsalzes zu nutzen. Dieses Verfahren besitzt jedoch 
gravierende Nachteile, da sich das Salz z.B. zunachst in dem zugegebenen Blut losen 
mufc. Der Lbsungsvorgang ist insbesondere temperaturabhangig und aufgrund des 
verwendeten, undurchsichtigen Probenmaterials nicht zu kontrollieren. Die Verwendung 
eines entspechenden Produktes fur diagnostisch-medizinische Zwecke ist somit auRerst 
problematisch. 

Ferner sind Nukleasen auRerst aktive Enzyme, die nur unter extrem denaturierenden 
Bedingungen zu inhibieren sind. Die Denaturierung ist abhangig von der Konzentration 
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des Guanidiniumsaizes in Losung. Eine inhibierende Konzentration von 
Guanidiniumsalz in Losung ist bei dem zitierten Verfahren nicht von Anfang an 
gegeben. Es kommt also zum unkontrollierten Abbau von Nukleinsauren wahrend des 
Losungsvorgangs. Bei diesem Verfahren wird auBerdem auf den Zusatz von 
reduzierenden Agenzien verzichtet, ohne die eine wirksame Inhibition - insbesondere 
von RNasen - nicht gewahrleistet ist (siehe Beispiel Nr. 5). 

Die so hergestellte Probe kann auBerdem nicht direkt fur die weitere 
Nukleinsaureisolierung an Glasoberflachen verwendet werden. Die Verwendung von 
Guanidiniumsalzpulver erlaubt auBerdem nicht den Zusatz von intemen 
Nukleinsaurestandards. Solche Standards sind zur Verfahrenskontrolle und genauen 
Quantifizierung unerlaGlich. 

Der vorliegenden Erfindung lag das technische Problem zugrunde, ein GefaB zur 
Blutentnahme anzugeben, das die Nachteile aus dem Stand der Technik nicht aufweist. 
insbesondere soil die mit dem GefaB entnommene Probe direkt den gangigen 
Nukieinsaureanalyseverfahren zugefuhrt werden kdnnen, ohne weitere 
Probenaufbereitungsschritte durchfuhren zu mussen. 

Dieses Problem wird erfindungsgemaB gelost durch ein GefaB zur Entnahme von Blut, 
enthaltend eine waGrige Losung mitfolgenden Bestandteilen: 

- ein Guanidiniumsalz; 

- eine Puffersubstanz; 

- ein Reduktionsmittel und/oder 

- ein Detergenz. 

Das erfindungsgemalie GefaG besitzt folgende Vorteile: 1. Das Blut wird bereits im 
Moment der Abnahme lysiert, indem das AbnahmegefaB bereits eine Nukleinsaure- 
stabilisierende Substanz in Losung enthalt. 2. Die Nukleinsaure-stabilisierende 
Substanz ist so zusammengesetzt, daB das Probenmaterial, insbesondere die darin 
enthaltenen Nukleinsauren unmittelbar nach Kontakt mit der Losung stabilisiert werden. 
3. Die stabilisierte Probe muB, im Gegensatz zu alien bisher ublichen 
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Abnahmesystemen wie EDTA- oder heparinhaltigen Abnahmegefaden, nicht langer als 
infektioses Material gehandhabt werden. 4.Die Nukleinsaure-stabilisierende Substanz ist 
so zusammengesetzt, dad das Probenmaterial direkt in nachfoigenden 
Isolierungsverfahren verwendet werden kann. 5. Die Nukleinsaure-stabilisierende 
Substanz kann bei der nachfoigenden Isolierung so effizient abgetrennt werden, daft 
eine Hemmung der PCR nicht auftritt. 6. Der Nukleinsaure-stabiiisierenden Substanz 
kann ein intemer Standard zugesetzt werden. Dieser erlaubt die Kontrolle des gesamten 
Verfahrens von der Probenentnahme bis hin zur Nukleinsauredetektion. 

Das in Punkt 1 genannte Abnahmegefad besteht aus einem herkommmlichen 
Blutentnahmegefad (Rohrchen), in das ein definiertes Volumen einer Nukleinsaure- 
stabiiisierenden Substanz gegeben wird. Das Rohrchen wird anschliedend 
vorzugsweise mit einem definierten Unterdruck versehen, der garantiert, dad nur ein 
bestimmtes Volumen Blut wahrend der Abnahme zuflieden kann. Das Rohrchen kann 
mit konventionellen Methoden der Blutabnahme gehandhabt werden. Die in dem 
Rohrchen enthaltene Losung enthalt in ihrer speziellen bevorzugten Ausfuhrungsform 
folgende Reagenzien : Guanidiniumthiocyanat, Triton-X-100, Dithiothreitol und ein 
geeignetes Puffersystem wie z.B. Citrat, Tris oder Hepes. in der beschriebenen 
Zusammensetzung ist die Losung kompatibel mit dem Vakuumrohrchen. Diese Losung 
kann problemlos in dem Vakuumrohrchen gelagert werden, ohne dad es zu einer 
Beeintrachtigung der gewunschten stabilisierenden Funktion kommt. Das gesamte 
System ist insbesondere fur den Blutspender problemlos und sicher bei der 
Probennahme. 

Die Losung, enthaltend das Guanidiniumsalz, die Puffersubstanz, das Reduktionsmittel 
und/oder das Detergenz ist lagerungsstabil und verwandelt das zugefuhrte, frisch 
entnommene Blut in ein Material, das ebenfalls lagerungsstabil ist und das den 
gangigen Nukleinsaureanalysekits (wie z.B. von Roche oder Qiagen) unmittelbar 
zugefuhrt werden kann. 



Als Guanidiniumsalz sind Guanidiniumthiocyanat und/oder Guanidiniumchlorid 
bevorzugt. 
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Vorzugsweise liegt das Guanidiniumsalz in einer Konzentration von 2,0 bis 8,0 M vor. 
Als Puffersubstanz ist Tris oder Citrat bevorzugt, wobei der exakte pH vorzugsweise mit 
HCI eingestelltwird. Weitere mogliche Puffer sind jedoch HEPES, MOPS, Citrat- und 
Phosphatpuffer, wie z.B. PBS. 

Die Pufferkonzentration liegt vorzugsweise zwischen 10 und 300 mM, besonders 
bevorzugt zwischen 10 und 100 mM. 

Als Detergenz istTriton-X-100 bevorzugt. Weitere mogliche Detergenzien sind NP-40, 
Tween 20, Polydocanol oder andere Detergenzien. 

Die Detergenzkonzentration liegt vorzugsweise bei 5 bis 30 % (w/v), besonders 
bevorzugt bei 10 bis 20 % (w/v). 

Als Reduktionsmittel ist DTT bevorzugt, wobei jedoch auch p-Mercaptoethanol, 
TCEP(Tris(2-carboxyethyl)phosphin) oder andere Reduktionsmittel einsetzbar sind. 

Die bevorzugte Konzentration des Reduktionsmitteis liegt bei 0,1 bis 10 % (w/v); 
besonders bevorzugt sind 0,5 bis 2 % (w/v). 

Der pH der Losung liegt vorzugsweise bei 3,0 bis 9,0, besonders bevorzugt bei 4,0 bis 
7,5, besonders bevorzugt bei 5 bis 6. 

Der pH der Losung wird insbesondere so gewahlt, daB sich nach Zugabe des 
Probenmaterials ein pH-Wert im Bereich von 5,0 bis 7,6 einstellt. Besonders bevorzugt 
ist ein pH zwischen 6,3 und 6,9 (siehe Beispiel Nr. 8) 

Eine besonders bevorzugte Losung enthalt vorzugsweise 4 M Guanidiniumthiocyanat, 
45 mM Tris/HCI, 18, vorzugsweise 15 % (w/v) Triton-X-100, 0,8% (w/v) DTT und besitzt 
einen pH von 6,0. 

Bei einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform weist das Volumen zur Aufnahme dei 
Blutprobe einen Unterdruck auf, der so eingestellt werden kann, das ein vorab 
bestimmtes Blutvolumen in das Gefaft eingesaugt wird, nachdem ein Blutgefafc 
angestochen wurde. Entsprechend evakuierte GefaGe sind auf dem Markt erhaltlich. 
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Das Gefaft, enthaltend das entnommene Blut, kann dann sofort der weiteren Analytik 
zugefuhrt werden oder aber fur einen langeren Zeitraum (bis mehrere Tage) ohne 
Nachteile fur die Qualitat der Probe aufbewahrt werden. 

Bei dem erfindungsgemalSen Verfahren wird das frisch entnommene Blut direkt in dem 
BlutentnahmegefaR mit der oben beschriebenen Losung in Kontakt gebracht, so dad 
sofort samtliche Vorgange, die das Nukleinsauremuster der Probe verandern kfinnen, 
gestoppt werden. Die spater ermittelten Daten hinsichtlich der nachgewiesenen 
Nukleinsauren stellen daher sehr genau den Ist-Zustand zum Zeitpunkt der 
Blutentnahme dar, sowohl hinsichtlich der Mengen als auch der Arten der 
Nukleinsauren. 

Vorzugsweise entspricht die entnommene Blutmenge dem 0,1- bis 4-fachen der in dem 
GefaG vorgelegten LOsung. Letztere betragt vorzugsweise 0,5 bis 5,0 ml. Somit liegt die 
Endkonzentration an Guanidiniumsalz nach Blutzusatz bei 1,0 bis 5 M, vorzugsweise bei 
1 bis 3 M, besonders bevorzugt sind 2-3 M (siehe Bsp. 7). 

Das erfindungsgemaUe Gefali wird vorzugsweise dann zur Blutentnahme eingesetzt, 
wenn die Blutprobe fur die Nukleinsaureanalytik verwendet werden soli. 

Die Verwendung o.g. LSsung als Bestandteil des beschriebenen Abnahmesystems 
garantiert allein die sofortige Lyse der Zellen und simultane Stabilisierung der Probe 
durch unmittelbare Inaktivierung der Nukleasen. Uberraschenderweise kann die so 
gewonnene Blutprobe selbst bei Raumtemperatur oder hoher uber mehrere Tage 
gelagert werden. Das Abnahmesystem gewahrleistet auUerdem eine 
kontaminationssichere und nicht-infektiose Handhabung von der Probennahme uber die 
Nuleinsaureisolierung bis hin zur Analytik. Bei den herkommlichen Verfahren der 
Nukleinsaureisolierung sind bisher immer zusatzliche Handhabungsschritte (wie die 
Uberfuhrung der entnommenen Blutprobe in die Reagenzien zur Nukleinsaureisolierung 
usw.) notwendig, die mit einem zusatzlichen Infektionsrisiko verbunden sind. 
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Die mit dem Blutentnahmesystem gewonnene Probe ist kompatibel mit alien gangigen 
Standardverfahren der Nukleinsaureisolierung. In diesem Zusammenhang besonders 
hervorzuheben sind Verfahren, die auf der Bindung von Nukleinsauren an 
Glasoberflachen basieren, aber auch sequenzspezifisches Binden an komplementare 
Nukleinsaure und Losungsmittel-basierende Extraktionverfahren. 

Die beschriebene Erfindung besteht somit aus einem Blutentnahmesystem, das so 
konzipiert ist, daGfolgende Bedingungen erfullt werden: 1. Kontrollierte 
Probenentnahme und gleichzeitige Stabilisierung der im Probenmaterial enthaltenen 
Nukleinsauren (DNA, RNA). 2. Probenentnahme, bei der auf den Einsatz von 
Antikoagulantien vollkommen verzichtet werden kann. 3. Die mit dem beschriebenen 
Blutentnahmesystem gewonnene Probe kann universell in alien bekannten 
Nukleinsaure-lsolierungssystemen eingesetzt werden. 4. Das Blutentnahmesystem ist 
lagerungsstabil. 

Zusatzlich wurde uberraschenderweise festgestellt, dafc die mit dem beschriebenen 
Abnahmesystem gewonnene Probe in dem GefaG Qber langere Zeit ohne Degradation 
der Nukleinsauren lagerfahig ist (siehe Beispiele 2, 3, 7, 8). 

Die folgenden Beispiele erlautem die Erfindung. 

Beispiel 1 : 

Das Blutentnahmesystem kann in einer bevorzugten Ausfuhrungsform folgendermaUen 
zusammengesetzt sein (s. Abb. 1): Ein Rohrchen wird mit einem definierten Volumen 
der Nukleinsaure-stabilisierenden Substanz gefullt, mit einem definierten Vakuum 
versehen und mit einem Septum verschlossen. Das Septum ist so konstruiert, dafi es 
mit dem gangigen Probenentnahmezubehor (Kanule usw.) kompatibel ist. Im 
vorliegenden Beispiel wurden 2,2 ml Reagenz vorgelegt und das Vakuum war so 
eingestellt, dafc bei der Probennahme exakt 2,2 ml Blut zuflie&en konnten. Die im 
zuflieftenden Blutstrom enthaltenen Nukleinsauren wurden unmittelbar in eine stabile 
Form uberfuhrt. 
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Allgemeine Vorbemerkung zu den nachfolgenden Beispielen. 

Bei alien nachfolgend beschriebenen Beispielen hatte die Nukleinsaure-stabilisierende 
Substanz (N-sS), falls nicht anders angegeben, folgende Zusammensetzung: 45 mM 
Tris, 5 M Guanidiniumthiocyanat (GTC), 0,8% (w/v) Dithiothreitol (DTT), 18% (w/v) 
Triton-X-100, pH 6,0. 

In alien beschriebenen Beispielen wurde die Nukleinsaure-stabilisierende Substanz, falls 
nicht anders angegeben, mit der Probe im Verhaltnis 1 zu 1 gemischt (1 Volumen N-sS 
plus 1 Volumen Probenmaterial). Eine geringere Konzentration von N-sS, z.B. 1 
Volumen N-sS plus 5 Volumen Probe, konnte zur Degradation von RNA fuhren. 

Fur alle Beispiele wurde Blut dadurch stabilisiert, dali es unmittelbar bei der Entnahme 
in das mit N-sS versetzte Rohrchen gegeben wurde. 

Beispiel 2: 

Stabilitat von Nukleinsaure nach Mischung von Probenmaterial und N-sS. 
Isolierung von RNA und DNA vom Probenlysat mit silikaderivatisierten Oberflachen. 

Material und Methode: 

Das Probenmaterial fur die DNA- und RNA-lsolierung wurde unmittelbar nach der 
Entnahme, nach Lagerung fur 6 Tage bei 4°C und nach Lagerung fur 1 Monat bei -20°C 
verwendet. 

Fur die Isolierung von RNA (Abb. 2) wurde der HighPure RNA Isolation Kit (Boehringer 
Mannheim, Kat.-Nr. 1828 665) verwendet. Die Beipackzettelvorschrift wurde 
folgendermaden modifiziert: Ein Volumen von 2,4 ml Probenlysat wurde in 4 Aliquots mit 
jeweils 600 ul auf die SSule aufgetragen, so daft insgesamt Probenmaterial aus 2,4 ml 
Lysat aufgetragen wurden. Alle anderen Schritte wurden entsprechend dem 
Beipackzettel ausgefuhrt. Die RNA wurde schlieRlich mit 100 pi Elutionspuffer eluiert. 
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Zur Isolierung von DNA (Abb. 3) wurde der QiaAmp Blood Kit (Qiagen-Kat.-Nr. 29104) 
eingesetzt. Die im Beipackzettel beschriebene Standardprozedur wurde in 
verschiedenen Punkten modifiziert: 400 pi Probenvolumen wurden direkt auf die Saule 
gegeben, wobei das im Kit enthaltene Bindereagenz nicht eingesetzt wurde. 25 pi 
Proteinase-K-Stocklosung wurden zugefugt und die Probe 10 Min. bei Raumtemperatur 
inkubiert. Danach wurde die Saule in ein Sammelgefafi gestellt und wie im Beipackzettel 
beschrieben zentrifugiert. Alle weiteren Schritte wurden, bis auf die Verwendung von 
Ethanol, wie im Beipackzettel beschrieben durchgefuhrt. Das Elutionsvolumen war 200 
Ml. 

Beispiel 3: 

Isolierung von mRNA aus Probenlysat unter Verwendung von Streptavidin- 
beschichteten Magnetpartikeln und Biotin-markiertem Oligo(dT) (Abb. 4): 

Material und Methode: 

20 ml Probenlysat wurden in ein Gefafi gegeben. Die mRNA wurde nach folgender 
Methode isoliert: Zunachst wurden 30 ml Hybridisierungspuffer (20 mM Tris-HCI, 
300 mM NaCI, 6 nM Biotin-markiertes Oligo(dT), pH 7,4) zum Lysat gegeben. Danach 
wurden 3 mg Streptavidin-Magnetpartikel (Boehringer Mannheim) zugegeben. Die 
Probe wurde gemischt und fur 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Magnetpartikel 
wurden mit Hilfe eines Magneten abgetrennt, der Uberstand wurde verworfen. Danach 
wurden die Partikel in Waschpuffer 1 (10 mM Tris-HCI, 200 mM NaCI, 1% Triton-X-100, 
pH 7,5) resuspendiert und 3 mal mit Waschpuffer 2 (10 mM Tris-HCI, 200 mM NaCI, pH 
7,5) gewaschen (Waschschritte: Resuspension, magnetische Separation, Entfernung 
des Oberstandes). Nach dem letzten Waschschritt wurde der Uberstand komplett 
entfernt und die Partikel wurden in 20 pi dest. Wasser resuspendiert. Die Probe wurde 
fQr 5 min. auf 70°C erhitzt. Die Magnetpartikel wurden separiert und der Uberstand, der 
die mRNA enthielt, wurde mittels Gelelektrophorese analysiert. 
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Beispiel 4: 

Isolierung der DNA und RNA unter Verwendung einer abgeanderten Vorschrift nach 
Chomczynski und Sacchi (Analytical Biochemistry 162, 156-159 (1987)) (Beispiel fur 
eine auf Losungsmittelextraktion basierende Methode) (Abb. 5): 

Material und Methode: 

2 ml Probenvolumen wurden aus dem Blutentnahmegefaft in ein Rohrchen uberfuhrt. 
Danach wurden 0,2 ml einer 2 M Natriumacetat-Losung, pH 4, 2 ml Phenol (Wasser 
gesattigt) und 0,4 ml eines Chloroform-lsoamylalkohol-Gemisches (49:1) zugegeben, 
wobei nach Zugabe jeder Losung die Probe grundlich gemischt wurde. Die komplette 
LOsung wurde 10 Sekunden heftig geschuttelt und 15 Minuten auf Eis inkubiert. Die 
Probe wurde 20 Minuten bei 4°C mit 10000 g zentrifugiert. Nach Zentrifugation befand 
sich die RNA in derwassrigen Phase, die DNA und Proteine in derZwischen- und 
Phenolphase. Die wassrige Phase wurde in ein neues GefalS uberfuhrt und mit 1 ml 
Isopropanol versetzt. Zur Ausfallung der RNA wurde die Probe fur 1 Stunde bei -20°C 
gelagert. Nach erneuter Zentrifugation bei 4°C mit 10000 g befand sich die RNA im 
Pellet. Dieses wurde in 0,3 ml Puffer (4 M Guanidiniumthiocyanat, 25 mM Natriumcitrat, 
pH 7,0, 0,5% Sarcosyl, 0,1 M 2-Mercaptoisopropanol) aufgenommen, in ein neues 1,5 
ml Eppendorf-GefaiS uberfuhrt und mit 1 Volumen Isopropanol versetzt. Nach 1 Stunde 
Inkubation bei -20°C wurde die Losung in einer Eppendorf-Zentrifuge 10 Minuten bei 
4°C zentrifugiert. Das RNA-Pellet wurde in 75% Ethanol aufgenommen und uber 
Zentrifugation (Speed vac) eingeengt und getrocknet. Zur weiteren Verarbeitung wurde 
die Probe in 100 ul 10 mM Tris-HCI, pH 6,5 gelost. 

Beispiel 5 

Bedeutung von reduzierenden Reagenzien (z.B. DTT) in der Stabilisierungslosung fur 
die Langzeitstabilisierung von RNA 



Material und Methode: 
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Verwendete Stabilisierungslosung: 4.0 M GTC; 13.5 % Triton X100; 45 mM 
Tris/HCI; mit bzw. ohne 120 mM DTT. 700 pi Serum wurden mit 700 ul 
Stabilisierungslosung gemischt. Nach 2 min Inkubation wurden 20 ul MS2-RNA (0.8 
ug/ul von Roche) zugegeben. Die Proben wurden fur 180 min bei 40 °C inkubiert 
und anschliefcend in Aliquots a 400 ul mit dem High Pure total RNA Kit von Roche 
aufgearbeitet. Die Proben wurden in einem Schritt ohne Zusatz des Kit- 
Bindereagenz auf die Saule gegeben und nach Anleitung zentrifugiert. Die 
folgenden Waschschritte und die Elution der RNA in 50 ul Elutionbuffer erfolgten 
nach Anleitung. 

Die Analytik erfolgte mittels Agarosegel (siehe Abb. 6). 

Ergebnis: Ohne den Zusatz von reduzierenden Reagenzien zur Stabilisierungslosung 
kann keine Langzeitstabilisierung von RNA erreicht werden. 

Beispiel 6 

Stabilitat von freier MS2-RNA in Serum. Kinetik des RNA-Abbaus durch 
Probenkomponenten. 

Material und Methode: 

250 ul Serum wurden mit 10 ul MS2-RNA (0.8 ug/ul von Roche) gespiked und bei 
Raumtemperatur inkubiert. Sofort nach Zugabe der RNA, nach 2 min bis 50 min wurde 
der naturliche RNA-Abbau in Serum durch Zusatz von 250 ul Stabilisierungslosung 
abgestoppt. Alle Ansatze wurden als Doppelbestimmung durchgefuhrt. Als Standard 
wurde eine Probe erst nach Zusatz der Stabilisierungslosung zum Serum mit MS2-RNA 
versetzt und parallel aufgearbeitet. 

Alle Proben wurden parallel mit dem High Pure viral RNA-Kit von Roche aufgearbeitet. 
Die Proben wurden in einem Schritt ohne Zusatz des Kit-Bindereagenz auf die Saule 
gegeben und nach Anleitung zentrifugiert. Die folgenden Waschschritte und die Elution 
der RNA in 50 ul Elutionspuffer erfolgten nach Anleitung. 

20 ul des Eluates wurden mittels eines 1 .2 %igen nativen Agarosegeles aufgetrennt und 
analysiert (siehe Abb. 7). 
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Ergebnis: MS2-RNA ist in Serum nicht stabil. Bereits 2 Minuten nach der Zugabe von 
RNA zu Serum ist diese vollstandig abgebaut. Durch den Zusatz von 
Stabilisierungslosung zum Serum im Verhaltnis 1:1 kann dieser ProzeG sofort 
abgestoppt und eine Stabilisierung der RNA zum Zeitpunkt der Zugabe der 
Stabilisierungslosung (=Blutabnahme) erreicht werden. 

Beispiel 7 

Stabilitat von MS2-RNA in Serum/Stabilisierunqslosuna: Abhanqiqkeit von der GTC 
Konzentration 

Material und Methode 

Verwendete Stabilisierungslosungen: 3 - 5 M GTC; 13.5 % Triton X100; 50 mM DTT; 42 
mM Tris/HCI 

pH der Losungen: ca. 4.0 

pH der Losungen nach Serumzugabe: ca. 6.7. 

2 ml Serum wurden mit2.5 ml derjeweiligen Stabilisierungslosungen gemischt. Nach 
einer Inkubationszeit von 2-5 min wurden 90 pi MS2-RNA (0.8 pg/pl von Roche) 
zugegeben und bei 40 °C inkubiert. In regelmafligen Abstanden wurden 400 ul Probe 
entnommen und mit dem High Pure total RNA Kit von Roche entsprechend Beispiel 5 
aufgearbeitet. Die Proben wurden in 50 pi eluiert und bei - 20 °C eingefroren. Fur die 
Analyse der RNA-lntegritat wurden 20 pi des Eluates auf ein 1.5 %iges Agarosegel 
aufgetragen (s. Abb. 8). 

Fur die PCR-Analyse der Proben wurden 10 pi des Eluats mittels AMV-RT (Roche) 
reverse transkribiert und anschlieftend mittels PCR auf dem Lightcycler analysiert: 

Ansatz fur RT: 4.0 pi AMV-RT-Puffer 

(42 °C fur 1 h) 2.0 pi dNTP's ( Endkonzentration 10 mM) 



0.5 pi 
1.0 pi 
1.9 pi 
0.6 pi 



RNaseinhibitor (Roche, 20 units) 
Primer 2827 (Endkonzentration 1 pM) 



DMPC-Wasser 



AMV-RT (Roche, 15 units) 
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10 pi Template-RNA 
20 |jl 

Die PCR wurde auf dem Lightcycler bei einer Annealingtemperatur von 61 °C unter 
Verwendung von SYBR-Green als Detektionssystem durchgefuhrt. Ansatz fur PCR: 



MgCI 2 (Stammlsg. 25 mM) 


5.9 ul 


DMPC-Wasser 


0.25 pi 


Primer 2827 (Stammlsg. 20 mM) 


0.25 Ml 


Primer 2335 (Stammlsg. 20 mM) 


1.0 Ml 


SYBR-Green-Mastermix (Roche) 


1.0 Ml 


RT-Ansatz (1:50 verdunnt) 


10 Ml 





Das Amplifikat der PCR wurde vollstandig auf ein 2 %iges Agarosegel aufgetragen 
(siehe Abb. 9). 

Ergebnis: 

RNA-lntegritat nach 3 Tagen bei 40 °C: 

Das Agarosegel in Abb. 8 zeigt 20 Ml der eluierten MS2-RNA nach 3 Tagen Inkubation 
bei 40 °C. Nach diesem Zeitraum sind in Abhangigkeit vom GTC-Gehalt deutliche 
Unterschiede in der RNA-lntegritat zu erkennen. Demnach ist ein Saizgehalt kleiner 2 M 
in der Serum/Stabilisierungslosung fur die Integritat der RNA von Vorteil. 

Amplifizierbarkeit der RNA nach 8 Tagen bei 40 °C: 

Obwohl bereits nach 3 Tagen bei 40 °C eine beginnende Degradierung der RNA 
festgestellt wurde, konnten alle RNA-Proben nach einer Inkubation von 8 Tagen bei 
40 °C amplifiziert und eindeutig nachgewiesen werden. 

Das Amplifikat der PCR wurde vollstandig auf ein 2 %iges Agarosegel aufgetragen 
(siehe Abb. 9). 
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Beispiel 8 

Stabilitat von MS2-RNA in Serum/Stabilisierunqslosunq: Abhanqiqkeit vom pH-Wert der 
mit Stabilisierungslosung versetzten Probe. 



Material und Methode 

Verwendete Losung: 



4 M (5 M) GTC 

14.4% Triton X 100 

50 mM DTT 

45 mM Tris/HCI 



pH nach Serumzugabe zwischen 6.7 und 8.0 



2.5 ml Stabilisierungslosung wurden mit 2.0 ml Serum gemischt. Nach Zusatz von 
90 ul MS2-RNA (0.8 ug/ul, Roche) wurden die Proben bei Raumtemperatur 
inkubiert. In regelmaftigen Abstanden wurde die RNA aus 500 ul Probe mit dem 
Roche viral RNA Kit entsprechend Bsp. 6 aufgearbeitet und in 50 ul Elutionspuffer 
isoliert. 20 ul des Eluates wurden mittels Agarosegel analysiert (siehe Abb. 10). 



Ergebnis: 

Der pH der Serum/Stabilisierungslosung und damit auch der pH und Pufferbereich 
der Stabilisierungslosung ist fur die Langzeitstabilisierung von RNA entscheidend. 
Wahrend bei einem pH-Wert von 8.0 bereits nach 2 Tagen keine intakte RNA mehr 
nachgewiesen werden konnte, ist in einem pH-Bereich zwischen 6.6 und 7.0 noch 
nach 13 Tagen Inkubation bei Raumtemperatur intakte RNA nachweisbar. 
Neben dem pH-Wert ist jedoch auch eine optimal eingestellte GTC-Konzentration 
fur die Langzeitstabilisierung von RNA von Bedeutung (siehe auch Bsp. 7). Das 
dargestellte Bsp. verdeutlicht, dass fuer eine Langzeitstabilisierung von RNA eine 
GTC-Endkonzentration in der stabilisierten Probe von 2.2 M GTC besser ist als 
2.78. 



Legenden 
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Abb. 1: 

ProbenentnahmegefaG mit N-sS, defmiertem Vacuum, mit Septum versiegelt. 
Abb. 2: 

Gelanalyse (1% Agarose) von RNA, die im ProbeentnahmegefaG unterschiedlich lange 
gelagert wurde. Spalte 1 : Isolierung unmittelbar nach Probenentnahme (keine 
Lagerung), Spalte 2: Lagerung fur einen Monat bei -20°C, Spalte 3: Lagerung fur 6 Tage 
bei 4°C. Die Menge der aufgetragenen RNA entsprach einem Blutvolumen von 120 pi. 

Abb 3: 

Gelanalyse (1% Agarose) von DNA, die im Probeentnahmegefafc unterschiedlich lange 
gelagert wurde. Spalte 1: Isolierung unmittelbar nach Probenentnahme (keine 
Lagerung), Spalte 2: Lagerung fur einen Monat bei -20°C, Spalte 3: Lagerung fur 6 Tage 
bei 4°C. Die Menge der aufgetragenen DNA entsprach einem Blutvolumen von 10 pi. 

Abb. 4: 

Gelanalyse (1% Agarose) von mRNA, die aus 10 ml Blut isoliert wurde (Spalte 2). 
Molekulargewichtsmarker (Spalte 1). Zusatzlich zur mRNA sind die rRNA Banden 
sichtbar. Die scharfen Konturen der Banden beweisen die Integritat der Nukleinsauren. 

Abb. 5: 

Gelanalyse (1% Agarose) der RNA, die aus 120 pi Blut isoliert wurde. 
Abb. 6: 

Gelanalyse von isoiierter MS2-RNA nach Inkubation in Serum/Stabilisierungs- 
losung mit/ohne DTT fur 180 min bei 40 °C. 
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Spalte 1: Positivkontrolle: MS2-RNA, Spalte 2: DNA-Marker, Spalte 3,4,5: MS2-RNA 
nach Inkubation mit DTThaltiger Stabilisierungslosung, Spalte 6,7,8: MS2-RNA 
nach Inkubation mit Stabilisierungslosung ohne DTT 

Abb. 7: 

Gelanalyse von isolierter MS2-RNA nach Inkubation in Serum fur 0-50 min 

Spalte 10,17: MS2-RNA-Standard, Spalte 9,16: DNA-Marker, Spalte 7,8: Inkubation 
fur 0 min, Spalte 5,6: Inkubation fur 2 min, Spalte 3,4: Inkubation fur 5 min, Spalte 
1,2: Inkubation fur 10 min, Spalte 11,12: Inkubation fur 15 min, Spalte 13,14: 
Inkubation fur 30 min, Spalte 15: Inkubation fur 50 min 

Abb. 8: 

Gelanalyse von MS2-RNA, die nach Inkubation in Serum/Stabilisierungstosung fur 3 
Tage bei 40 °C isoliert wurde. Der GTC-Gehalt der Stabilisierungslosung nach 
Serumzugabe, in welcher die betreffende RNA-Probe inkubiert wurde, 
ist in der entsprechenden Spalte angegeben. 

Spalte 1: 2.70 M GTC, Spalte 2: 2.5 M GTC, Spalte 3: 2.36 M GTC, Spalte 4: 2.20 
M GTC, Spalte 5: 2.08 M GTC, Spalte 6: 1 .94 M GTC, Spalte 7: 1.80 M GTC, Spalte 
8: 1.66 M GTC. 

Abb. 9: 

Gelanalyse der PCR-Amplifikate von MS2-RNA,welche nach 1 bzw. 8 Tagen Inkubation 
bei 40 °C in Serum/Stabilisierungslosung isoliert wurde. 

Spalte 1: Amplifikat der nach 1 Tag isolierten RNA, Spalte 2: Amplifikat der nach 8 
Tagen isolierten RNA, Spalte 3: DNA-Marker, Spalte 4: MS2-RNA-Positivkontrolle: 
0.8 ug in 10 ul RT,1:50 verdunnt, 1 ul amplifiziert 
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Abb. 10: 



Gelanalyse von isolierter MS2-RNA nach 6 (Spalte 2-12) bzw. 13 (Spalte 14-19) 
Tagen Inkubation bei Raumtemperatur in Serum/Stabilisierungsldsung. Hinter den 
betreffenden Spalten steht der pH-Wert, welcher nach Mischung von Serum und 
Stabilisierunslosung errreicht wurde. 



Spalte 1, 13, 20: DNA-Marker, Spalte 2: pH 8.0, Spalte 3: pH 7.7, Spalte 4:pH 7.5, 
Spalte 5:pH 7.35, Spalte 6: pH 7.18, Spalte 7,14:pH 7.07, Spalte 8,15: pH 6.94, 
Spalte 9,16: pH 6.8, Spalte 10,17: pH 6.72, Spalte 11,18: pH 6.68 und Spalte 12,19: 
pH 6.7 Die Stabilisierunslosung der RNA in Spalte 12, 19 hatte den gleichen pH- 
Wert wie die der RNA in Spalte 11, enthielt aber 5 M GTC anstelle von 4 M. 
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Patentanspruche 

1 . Gefaft zur Blutentnahme, enthaltend eine waftrige Lbsung mit folgenden 
Bestandteilen: 

- ein Guanidiniumsalz; 

- eine Puffersubstanz; 

- ein Reduktionsmittel und/oder 

- ein Detergenz. 

2. Gefaft nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daft das Guanidiniumsalz 
ausgewahlt wird aus Guanidiniumthiocyanat und Guanidiniumchlorid. 

3. Gefaft nach einem der Anspruche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daft das 
Guanidiniumsalz in einer Konzentration von 1 bis 8,0 M, vorzugsweise 2,5 bis 
8,0 M vorliegt. 

4. Gefaft nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daft die 
Puffersubstanz ausgewahlt wird aus Tris, HEPES, MOPS, Citrat- und 
Phosphatpuffer. 

5. Gefaft nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daft die 
Puffersubstanz in einer Konzentration von 10 bis 300 mM vorliegt. 

6. Gefaft nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daft das 
Detergenz ausgewahlt wird aus Triton-X-100, NP-40, Polydocanol und Tween 
20. 



7. 



Gefaft nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daft das 
Detergenz in einer Konzentration von 5 bis 30 Gew.% vorliegt. 
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8. Gefafi nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daft das 
Reduktionsmittel ausgewahlt wird aus Dithiothreitol, p-Mercaptoethanol und 
TCEP. 

9. GefaR nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daft das 
Reduktionsmittel in einer Konzentration von 0,1 bis 10,0 Gew.% vorliegt. 

10. GefaR nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dali der pH 
der Losung zwischen 4,0 und 7,5 liegt, vorzugsweise zwischen 4,0 und 6,5. 

11. Gefaft nach einem der Anspruche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daft die 
Losung folgende Bestandteile enthalt: 

- 4 M Guanidiniumthiocyanat; 

- 45 mM Tris/HCI; 
-15%(w/v) Triton-X-100; 

- 0,8 % (w/v) DTT, 

wobei der pH bei 6,0 liegt. 

12. Gefaft nach einem der Anspruche 1 bis 1 1 , dadurch gekennzeichnet, daft es 
einen Unterdruck im zur Blutaufnahme vorgesehenen Raum aufweist. 

13. Gefaft nach einem der Anspruche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daft es 
entnommenes Blut enthalt. 

14. Verfahren zur Entnahme von Blut, umfassend den Schritt des unmittelbaren 
Einbringens des Bluts in ein Gefaft nach einem der Anspruche 1 bis 13. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daft eine Blutmenge 
entnommen wird, die dem 0,1 bis 4-fachen Volumen der Losung in dem Gefaft 
entspricht. 
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16. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daft die 
Endkonzentration des Guanidiniumsalzes nach Blutzufuhr zwischen 1 ,0 M und 
5 M liegt, vorzugsweise 1,5 und 5 M . 

17. Verfahren zur Stabilisierung und/oder Isolierung von Nukleinsauren aus Blut, 
umfassend den Schritt des Einbringens von Blut in ein Gefaft nach einem der 
Anspruche 1 bis 13 und gegebenenfalls Isolierung der Nukleinsauren mit 
herkommlichen Verfahren. 

18. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daft der pH-Wert der 
Losung so eingestellt ist, daft nach Zugabe des Probenmaterials ein pH-Wert 
zwischen 4,0 und 7,5 erreicht wird. 

19. Verwendung des Gefal3.es nach einem der Anspruche 1 bis 13 zur Entnahme 
von Blut, vorzugsweise beim Menschen. 

20. Verwendung einer Losung, enthaltend ein Guanidiniumsalz, eine 
Puffersubstanz, ein Detergenz und/oder ein Reduktionsmittel in einem Gefaft 
zur Entnahme von Blut. 

21. Stabilisierte Blutprobe erhaltlich durch Einbringen von Gesamtblut in ein Gefaft 
nach einem der Anspruche 1-13. 

22. Blutprobe nach Anspruch 21 , dadurch gekennzeichnet, daft sie einen pH-Wert 
von 4.0 bis 7.5, vorzugsweise von 6.6 bis 7.0 aufweist. 

23. Blutprobe nach Anspruch 21 oder 22, dadurch gekennzeichnet, daft sie von 
Humanblut stammt. 
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Ecld I Bcmcrkungcn zu den Anspruchcn, die sich aJs nichl rcchcrchicrbar crwicscn haben Oortscttung von Punkt I auf Blatt I ) 



GcmaB Arukcl '."(I)a) wurde aus folgendcn Grundcn fur bcstimmic Anspruche kein Rcchcrchenbcrichi crslcllt: 
I . jjf] ^"^'"^(jYuf Gcgcns^andc bczichcn, zu dcrcn Recherche die Bchordc nichl vcrpflichtct isi, namlich 

Bemerkung : Obwohl die vorliegenden Patentanspriiche 14-20 

Diagnostizierverf ahren betreffen konnen, die am 
menschlichen oder tierischen Korper vorgenommen 
werden (siehe PCT-Regel 39.1(iv)), wurden diese 



2. 



□ heNr Ansprtiche recherchiert . 
wcU s'c sich aufTcilc dcr intcrnationaicn Anmeldung bczichcn. die den vorgcschricbcnen Anfordcrungcn so wenig cntsprcchcn, 
dafl cine sinnvollc internauonajc Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, namlich 



3 " ^ wcTcs^h dabci urn abhang.gc Anspruche handcll. die nicht entspreehend Sau 2 und 3 der Rcgel 6.4 a) abgcfaflt sind. 



i-cld II Bcmcrkungcn bci mangclndcr Einhcitiichkcit dcr Erfindung (Fortscfzung von Punkt 2 auf Blatt I) 



Die Internationale Rcchcrchcnbchordc hat fcslgcstellt, dafl diese Internationale Anmeldung mchrcre Erfindungcn cnthalt: 



1 I 1 Da dcr Anmcldcr allc erfordcrlichcn zusatziichen Rcchcrchcngcbuhrcn rcchlzcitig cntrichtci hat, crstrcckt sich diescr 
' 1 1 international Rcchcrchenbcrichi auf allc rcchcrchicrbarcn Anspruche dcr international Anmeldung. 

•> I I Da ftir allc rcchcrchicrbarcn Anspruche die Recherche ohnc cincn Arbcitsaufwand durchgefuhrt werden konntc. dcr e '" t ; 
L — ' suwufcte Rccherchcngebuhr gcrcchifcrl.gl hatte, hat die Internauonajc Rechcrchenbehorde nichl zur Zahlung oner solchcn 
Gcbuhr aufgcfordcri. 

3 i I Da dcr Anmcldcr nur cmigc der erfordcrlichcn zusatziichen Rcchcrchcngcbuhrcn rcchtzciug cntrichtci hat, c "trcclet. siclv dicscr 
J imern"uonalc Rccherchcnbcricht nur auf die Anspruche dcr international Anmeldung. fur die Gcbuhren enlr.chtci worden 
sind. namlich auf die Anspruche Nr. 



□ Dcr Anmcldcr hat die erfordcrlichcn zusatziichen Rcchcrchcngcbuhrcn nicht rcchtzcuig cntrichtei. Dcr inlc ™*'° n *'* 
chcnbcricht boschrankt sich dahcr auf die in den Anspruchcn zucrsl crwahnlc Erfindung; dicsc ist in folgendcn Anspruchcn cr- 
faflu 



Bemerkunecn hinachtlich eincs Wldcrspniehs Die zusatziichen Gcbuhren wurden vom Anmcldcr unter Widcrspruch gczahlu 

| | Die Zahlung zusaizlichcr Gcbuhren crfolgtc ohnc Widcrspruch. 
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